食物アレルゲン・卵白オボムコイドの不均一性とアレルゲン性 : その1.卵白から3種類のオボムコイドの分離 by 廣瀬, 優子 et al.
平成14年12月 (2002年)
食物ア レルゲ ン ・卵 白オボム コイ ドの
   不均一 性 とア レル ゲン性
その1.卵 白か ら3種 類 のオボムコイ ドの分離
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Heterogenity and Allergenicity of the Major Food Allergen, Albumen Ovomucoid 
      1.  Separation of Three variants of Ovomucoid from Albumen
Yuko Hirose and Shoko Kido
  Ovomucoid (OVM), one of the major allergens in egg white, consists of several variants with different 
carbohydrate contents. The relationship between its heterogeneity and allergenicity has not been clarified. 
Here we described a simple method to obtain three variants of ovomucoid having different, apparent 
molecular weight on SDS-PAGE, namely OVM-H, OVM-M and OVM-L. When egg white was applied to a 
CM-toyopearl 650 M column, OVM-H was first eluted followed by OVM-M and OVM-L. The isoelectric 
points estimated by disc electrophoresis were 4.4 for OVM-H, 4.2 for OVM-M and 4.1-3.7 for OVM-L. All 
variants were identified by using the monoclonal antibody specifically recognizing the carbohydrate moiety 
of ovomucoid. Furthermore, by using the same column we succeeded to isolate other albumen proteins in 
their pure form, such as ovalbumin, ovalbumin Y, ovoglobulin G2, ovoglobulin G3, ovotransferrin and 
lysozyme. Ovalbumin, the other major allergen in egg white is difficult to obtain without the concomitant 
presence of ovomucoid.
 ,.卵 は栄養価 が高 く,食 品機能性が高いため,
様々な加工食 品に広 く使われている。成長期のこど
もにとって,卵 はタンパク質の重要な供給源である
にもかかわらず,乳 幼児のなかには高い割合で卵ア
レルギー患者が存在 し,卵 を含む多くの加工食品も
排除しなければならない場合がある。卵 白タンパク
質中,オ ボムコイ ド,オ ボ トランスフェリンおよび
オボアルブ ミンが主要ア レルゲンと報告 されている
が,リ ゾチーム,オ ボムシンにもア レルゲン活性が
あり,そ の他にも約10種 類のアレルゲンが放射性
免疫電気泳動法で証明されている1・2)。オボムコイ
ドは,卵 白タンパク質の約11%を 占めている。分子
量は28kDaで,ア ミノ酸残基186個 か らなる1本 の
ペプチ ドに4本 あるいは5本 の糖鎖を含み,糖 含有
量は約22%に 達す る3)。オボムコイ ド1分 子に3個
の ドメインを持ち,各 ドメイン問には3個 のS-S結
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合が存在 している3)。 この特異的な分子構造により
オボムコイ ドは熱に対する抵抗性が高く,ま た,そ
れ 自身が トリプシンインヒビター活性を持ち,腸 内
消化酵素に対 しても抵抗性が高い。 このことから卵
白タンパク質の中でもオボムコイ ドは,消 化機能の
未熟な小児が経 口摂取 した場合,抗 原性が高いため
に鶏卵 アレル ギーは発症 しやすいと考えられてい
る4)。
 オボムコイ ドの等電点は,一 般に4.1と されてい
る。 しか し,Feeneyら5)に より,オ ボムコイ ドの
電気泳動は不均一性を示 し,ペ プチ ド鎖には相違が
なく糖鎖の組成により等電点3.8～..に 数種分布
す ると報告 され ているが,詳 細 にっいては よくわ
かっていない。そこで,等 電点の異なる各種オボム
コイ ドを分離 し,そ の物理化学的な性質だけではな
く,ア レルゲン活性 との関係 について調べることに
した。また予備実験か ら,市 販のオボムコイ ドに不
均一性がみ られ るだけでなく,入 手した数社の市販
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オボアルブミンすべてにオボムコイドが混入してい
ることが判明した。卵白アレノレゲ、ンの詳細な解析を
行うためにオボ、アルブ、ミン画分からこれら性質の異
なるオボムコイドを完全に分離しておく必要があ
る。そこで本報では，陽イオン交換クロマトグラ
フィーを用いて各種オボムコイドを分離するととも
にオボムコイドフリーのオボ、アルブミンを分離する
方法を確立することにした。
実験方法
1. 供試料
京都市内の養鶏所から入手した産卵当日の新鮮卵
から卵白を分離して用いた。
2. イオン交換クロマトグラフィー
卵白は 2枚のガーゼで摘し，卵白と同量の O.lM
酢酸緩衝液， pH3.8を加えて均一液とした後，徹底
的に同緩衝液に対して透析を行った。透析中に析出
したオボムシンを 8，000叩m，40C， 15分の遠心で除
去し，得られた上清を同緩衝液で5倍希釈したもの
を卵白イオン交換用試料とした。 CM-トヨパール
650Mイオン交換体(東ソー株式会社)を充填した
1. 6X20cmのカラムを使用し，クロマトグラフィー
を行った。 O.lM酢酸緩衝液， pH3.8で平衡化を行
い，卵白イオン交換用試料を吸着後，緩衝液のイオ
ン強度や pHを徐々に上げ，分画容量 3.5ml，流速
80mVhrで溶出した。タンパク質の溶出ピークの検
出には， 280nmのuvモニターを用いた。
3. ポリアクリルアミド電気泳動
既報に準じ 6)，10倍希釈の卵白 -l%SDS(卵白コ
ントロール)溶液を調製し，卵白タンパク質の標準
マーカーとして用いた。 Laemmliらの方法 7) に準
じ， 12.5%ポリアクリルアミドゲ、ルを調製し，既報
に従い SDS-電気泳動を行った 8)。また， Reisfield 
らの方法的に準じ， 7%ポリアクリルアミドゲ、ルを
用いて既報に従い 10)，トリスーグリシン緩衝液， pH
9.1を用いてディスクー電気泳動を行った。分離し
たオボムコイドの等電点を調べるために等電点マー
カーとして，オボムコイド(フナコシ株式会社，
WOR， TRL)， Bowman-Birk大豆トリプシンインヒ
ピター(フナコシ株式会社 WOR， TRL) ，オボイ
ンヒピター (Sigma社，タイプ IV-O)，オボトラン
スフェリン (Sigma社，タイプIV)を用いた。
タンパク質の検出には，クマシーブリリアントブ
ノレー R-250(CBB)染色を，また，糖の検出には，
過ヨウ素酸ーシッフ (PAS)染色を用いた。イオン
交換クロマトグラフィーより分離したタンパク質の
食物学会誌・第 57号
純度検定には 5μg相当量を，また，糖の検出にはタ
ンパク質 10μg相当量を用いた。
4. タンパク質の定量
Lowryらの方法 11)に従し"l%SDS存在下で牛血
清アルブミン (Sigma社， A-7638)をスタンダード
として， 750nmでの吸光度の測定から求めた。
実験結果および考察
1. CM-トヨパーJレ650Mイオン交換クロマトグラ
フィーによる各種オボムコイドの分離
CM-トヨパール650Mイオン交換体と酢酸緩衝液
を使用したパッチ法による予備実験から，卵白タン
パク質中，等電点の最も低いオボムコイドのみがO.1 
M酢酸緩衝液， pH3. 8で選択的にイオン交換体に吸
着することが示唆された。そこで，図 1に示すよう
にCM-トヨパール 650Mイオン交換体のカラムに，
O.lM酢酸緩衝液， pH3. 8で透析した 10倍希釈卵白
調製試料を吸着後，同緩衝液で溶出させ，その後イ
オン強度や.pHを徐々に上げ，等電点の低い順に卵
白タンパク質を溶出した。なお，等電点6以上のタ
ンパク質は 2.0M食塩を含む 0.2Mリン酸緩衝液，
pH7.0を使用して一気に溶出した。図1の矢印で示し
たピーク a"'-'fを分取し全卵白タンパク質を含む，
10倍希釈の卵白 -l%SDS溶液をコントロールとし，
SDS-ポリアクリルアミド電気泳動にかけ，ピーク a
"，-， f溶出した卵白タンパク質を分析した。 O.lM酢
酸緩衝液， pH3.8で溶出した素通り画分のピーク a
には CBBで染色されるタンパク質は存在しなかっ
た。ピー ク bは拡散した溶出パターンを示したので，
図1に示すようにb1"'- b3の3画分に分取し泳動し
たところ， b1 "'- b3に明らかに移動度の異なる 2種
のタンパク質が溶出していた。ピーク cは，さらに
低分子のタンパク質が溶出していた。これらのタン
パク質は卵白コントロールとの比較からオボムコイ
ド(以下 OVMと表わす)に相当すると思われた。
そこで， SDS-電気泳動を行った後， PVDF膜に転写
し， OVMの糖鎖を認識するモノクロ一ナノレ抗体 12)
とアルカリフォスファターゼを用いた免疫染色で交
差反応を調べたところ，ピーク b"'-'cに溶出した 3
種のタンパク質はいずれも陽性反応を示したことか
ら等電点の異なる OVMと判明した。 SDS-電気泳動
の結果，見掛け上の分子量の大きい順に，ピーク b1
から b3にかけて溶出した 2種類の OVMをOVM-H
およびOVM-Mとし，ピーク cに溶出した OVMを
OVM-Lと表すことにした。ピーク dはオボ、アルブミ
ンであることが分かつた。ピーク eはオボグロプリ
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図1 CM-トヨパールイオン交換クロマトグラフィーによる卵白タンパク質の分離
O.lM酢酸緩衝液， pH3.8で平衡化を行い，産卵当日の卵から調製した卵白イオン交換用試料 25mlを1.6X
20cmカラムにかけ，上部に示した図の矢印の位置で順次緩衝液①O.lM酢酸緩衝液， pH3.8②O.lM酢酸緩
衝液， pH4.3，③O.lM酢酸緩衝液， pH4.5および④2M NaCI-0. 2 Mリン酸緩衝液， pH7.0を用いて溶出し，
280nmのuvモニターで溶出パターンを得た。
日で示したピークa'"'"'Hこ溶出した卵白タンパク質を12.5%ポリアクリルアミドゲルを使用したSDS-電気泳動
にかけ， CBB染色を行った。電気泳動パターンの左に 10倍希釈の卵白一l%SDS溶液，タンパク質 15μg相当
量をコントロールとして示した。卵白の主要タンパク質であるオボトランスフェリン (OVT)，オボグロプリ
ン (OVG)，オボアルブミン (OVA)，オボムコイド (OVM)およびリゾチーム (Lyz)に相当するバンドを泳
動パターンの左に矢印で示した。
したが，今回はこれを完全に分離することができ
なかった。図 lの3種類の OVMの移動度から考え
て，ピークaとbには， OVM-H，ピークcにはOVM-
M，ピークdにはOVM-Lが溶出していた。ピークe
には図 1のイオン交換クロマトグラフィーでは分離
されなかったタンパク質が溶出していた。これは，
オボ、アルブミンよりもやや移動度が大きく，オボア
ルブミンとは明らかに区別された。しかし， OVM
の電気的性質から考えて理論的にはピーク eに溶出
したタンパク質が OVMであるとすれば，電気泳動
で OVM司Lよりもさらに移動度は大きくなるはずで
ある。そこで， OVMの糖鎖を認識するモノクロー
ナル抗体との交差反応性を調べた結果，陽4性であっ
たので， SDS-電気泳動の見掛け上の分子量から
OVM-UHと命名し，他のOVMとの性質を比較し
ンが溶出していたが，この画分には，ピーク dで溶
出しきれなかった残りのオボ、アルブミンがかなり混
入していた。ピーク fには主としてオボトランス
フェリンとリゾチームが溶出していた。
図lのイオン交換クロマトグラフィーの結果をふ
まえ，まずピーク b'"'"'cに溶出した 3種類の OVM
を完全に分離する方法を検討することにした。種々
の検討を行った結果，図 2に示すように， O.lM酢
酸緩衝液， pH3.8の素通り画分(図 lから省略)が
溶出した後， pH4.3のイオン強度を0.05M，0.07M 
およびO.lMと変化させ溶出することによりピーク
a，ピークbおよびピークcを得た。さらにpH4.5の
0.06Mでピーク dを， O.08Mで小さなピーク eが
溶出した後に大きなピーク fを得た。電気泳動の結
果，ピーク aとbのそれぞれに 2つのバンドを検出
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図2 CM-トヨパールイオン交換クロマトグラフィーによる各種オボムコイドおよび主要タンパク質の分離
図 lに示したカラムを用い， O.lM酢酸緩衝液， pH3.8で平衡化を行い卵白イオン交換用試料 25mlを吸着後，図の上部の矢印で示した位置で順
次緩衝液①O.lM酢酸緩衝液， pH3.8 (素通り画分のため図からは省略した)，② O.05M酢酸緩衝液， pH4.3，③ O.07M酢酸緩衝液， pH4.3，④ 
O.lM酢酸緩衝液， pH4.3⑤ O.06M酢酸緩衝液， pH4.5，⑥ O.08M酢酸緩衝液， pH4.5，⑦ O.2M酢酸緩衝液， pH4.6，⑧ O. 3 M NaCl-O. 2 M酢
酸緩衝液， pH4.6，および⑨ O.6M NaCl-O. 2M酢酸緩衝液， pH4.6を用いて溶出し， 280nmのuvモニターで溶出パターンを得た。矢印で示した
ピーク a"-'kに溶出した卵白タンパク質5μg相当量を図 1に準じて SDS-電気泳動を行った。
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図3 各種オボムコイドのSDS-電気泳動ノミターン
図2に示すイオン交換クロマトグラフィーのピーク b"'dに分離精製した各種オボムコイドのSDS-電気泳動
の結果を示した。
A，還元剤存在下で、行った CBB染色;B，還元剤非存在下で行った CBB染色;C，還元剤存在下で、行ったPAS染
色の結果を示した。 A，BおよびCの各泳動ノミターンは左からそれぞれピークbに溶出したOVM-H(1)，ピー
クcに溶出したOVM-M(2)およびピーク dに溶出したOVM・L(3)の泳動結果を示した。ゲルは 12.5%均
一ゲルを用い， CBB染色にはタンパク質5μg相当量を， PAS染色にはタンパク質 10μg相当量を用いた。
た。その結果， PAS染色において他の OVMのよう
な染色強度はなかったことから， OVMとは異なる
ことが予想されたので， N末端からのアミノ酸配列
を解析した結果， OVM-UHはオボアルブミンYであ
ることが判明した 14)。ピーク fは卵白主成分のオボ
アルブミンで、あった。さらに残りの卵白主要タンパ
ク質を分離するために0.2M酢酸緩衝液， pH4.6と
同緩衝液に食塩を 0.3Mと0.6Mをそれぞれ添加し
て順次溶出した。ピーク gにはピーク fで溶出しき
れなかったオボアルブミンが溶出し，ピーク hにオ
ボグロプリン G3，ピーク iにオボグロプリン G2，
ピーク jにオボトランスフェリン，ピーク kにリゾ
チームが溶出していた。
以上の結果から， CM-トヨパールイオン交換体を
使用し，酢酸緩衝液の pHとイオン強度を徐々に上
昇させることで，卵白主要タンパク質をほぼ完全に
分離することができた。
次に，図 2のイオン交換クロマトグラフィーのシ
ステムで 3つの画分に分離したOVM-H，OVM-Mお
よびOVM-LのSDS-電気泳動を行った。図3のAお
よびBに示すように， 12.5%ポリアクリルアミドゲ
ルを使用し，還元剤存在下と非存在下で、行った。そ
の結果， 2-メルカプトエタノール存在下では， OVM-
L，OVM・M，OVM-Hの順に移動度が大きかったが，
2・メルカプトエタノール非存在下で、は，移動度には
あまり変化がなかった。一般的にタンパク質 19当
たりにSDS1. 4gが結合するといわれている 13)。そ
のため SDS-電気泳動での移動度はタンパク質の表
面電荷状態に影響されることなく，タンパク質の分
子量の大きさに依存して移動すると考えられてい
る。しかし，既に報告したように 10)，タンパク質の
表面電荷が+またはーに偏っている場合は，見かけ
上の移動度が大きく変化することがある。 OVMの
中で， OVM-Hの移動度が最も小さくなったのは，分
子表面にーの電荷が多いためにSDSとの相互作用が
弱くなり，その結果，見かけ上の移動度が小さくなっ
ている可能性が考えられる。これらのことから，各
種OVM分子内の9個の S-S結合がすべて結合して
いるときと S-S結合が開裂しているときには， OVM
表面の荷電状態に差が生じ， SDSの結合が通常と異
なるものと推察した。
次に，図 3AおよびBの2倍量のタンパク質濃度
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図4 各種オボムコイドのディスクー電気泳動ノミターン
AおよびBは，還元剤存在下で，それぞれタンパク質5μg相当量を用いてディスクー電気泳動を行った。ゲ、ル
は7%ポリアクリルアミドゲ、ノレを使用した。
A，等電点マーカーa，オボムコイド (pI3.8"-' 4. 4) ; b， Bowman-Birk型大豆トリプシンインヒピター (pI4.0); 
C，オボインヒピター (pI5.2); d，オボトランスフェリン (pI6.05)のディスク 電気泳動パターン。
B，図2のイオン交換クロマトグラフィーで分離した各種OVM-L，OVM-MおよびOVM-Hのディスクー電気泳動
パターン。 OVM-L画分には明らかに移動度の異なる 3種類のバンドが存在したので移動度の大きいものから
L1， L2およびL3として示した。
を用い図 3Aと全く同じ条件で SDS-電気泳動を行
い， PAS染色による糖含量の比較を行った(図 3C)。
OVM-L， OVM曲MおよびOVM-Hはすべて陽性反応を
示し，その中で， OVM-Lが強く染色された。 OVM
には，糖鎖が 4個あるものと 5個あるものが報告さ
れているので， OVM幽Lは5本の糖鎖を持つタイプで
ある可能性が示唆された。
次に，図 2に示したイオン交換クロマトグラ
フィーのピーク fに分離したオボアルブミン画分に
ついて， 1ngの OVMまで検出可能な OVMモノク
ローナル抗体 12) を用いて OVMの混入を調べた結
果，陽性反応が見られず，高純度のオボアノレブ、ミン
を得ることができた。市販のアルブミンは，いずれ
も卵白タンパク質のアレルゲン解析には無視で、きな
い OVMが混入していたので，この純化したオボア
ルブFミンを使用することにより明確な卵白アレルゲ、
ン性の解析が可能となった。
2. 各種オボムコイドの竃気的性質の分析
Feeneyら5)の分析結果から， OVMは等電点3.8 "-' 
4.4に数種類分布しており，この不均一性はペプチ
ドに依存したものではなく，糖鎖の性質の相違によ
るものと結論している。 OVMは20"-'25%の糖を含
み，糖はN司アセチノレーグルコサミン12.5"-'15. 4%， 
マンノース4.3"-'4.7%，ガラクトース1.0"-' 1. 5% 
およびN-アセチルノイラミンO.4 "-' 4. 0%から構成
されており 13) 特にシアル酸の含有量は， 10倍の
相違があることが報告されている 15)。従って，
OVMの電気泳動での不均一性はシアル酸の含有量
に依存していることが推察される。図2のCM・トヨ
パールイオン交換体クロマトグラフィーで分離した
図5 イオン交換クロマトグラフィーで分離したOVM-H，OVM-MおよびOVM-Lの等電点測定
図4に示したディスク一電気泳動の等電点マーカーa"'-'dの等電点と移動度の関係から等電点測定カーブを作
成し(・)，図2のイオン交換クロマトグラフィーで分離したOVM-L画分中のL1， L2， L3，並びに OVM・M
およびOVM-Hの移動度 (0)からそれぞれの等電点を求めた結果， 3.7， 3.8， 4.1， 4.2および4.4で、あった。
各種 OVMは等電点の低い順に溶出していると考え
られる。そこで次にディスクー電気泳動を既報 10)に
準じて行い，各種オボムコイドの電気的性質を調べ
た(図 4)。市販の既知の等電点マーカーを用い，電
気泳動の移動度と等電点の関係から等電点測定カー
ブを作成し，図 5に示した。図 4Bのディスク一電
気泳動の結果から，本研究で分離したOVM-L，OVM-
M および OVM・H の移動度から等電点を求めた。
OVM-Lには，図 4Bに示すようにL1，L2， L3のバン
ドが検出され，等電点4.1のL3がOVM・L画分の殆
どを占めており，その他に等電点3.8のL2，等電点
3. 7のL1も混在していた。また， OVM-Mは等電点
4.2， OVM-Hは等電点4.4で、あった。
要約
卵白タンパク質の中で最も抗原性が高いオボムコ
イドは電気泳動で不均一性を示すことが報告されて
いるが，その詳細はよく分かつていない。そこで，
CM-トヨパール650Mイオン交換カラムクロマトグ
ラフィーを用いて卵白から各種オボムコイドを分離
し，それらの性質を分析するとともに，卵白主要タ
ンパク質の分離を試みた。 O.lM酢酸緩衝液， pH 
3.8で平衡化したカラムに卵白タンパク質を吸着後，
同緩衝液のイオン強度や pHを徐々に上げ，等電点
の低いタンパク質から溶出した。 SDS-電気泳動お
よびOVMモノクローナル抗体による解析の結果， 3 
種類のOVMを分離することができた。 SDら電気泳
動で見かけ上の分子量の大きい順にOVM・H，OVM-
M， OVM-Lと表した。 O.05M "'- O. 07M酢酸緩衝液，
pH4.3でOVM-H，O.lM酢酸緩衝液， pH4.3でOVM-
M， O.06M酢酸緩衝液， pH4.5でOVM-Lを分離し
た。その後， O.08M酢酸緩衝液， pH4.5で 2つの
ピークを得，先のピークにオボ、アルブミン Y，続い
て溶出した後ろのピークにはオボ、アルブミンを得
た。さらに， O.3M食塩を添加した O.2M酢酸緩衝
液， pH4.6でオボグロプリンを分画し， O.6M食塩
添加でオボトランスフェリンとリゾチームを分離す
ることができた。
分離した 3種の OVMは還元剤存在下では見かけ
上の移動度に差が見られたが，還元剤非存在下で
は，あまり移動度に差は見られなかった。次に市販
の既知の等電点マーカーを用い，ディスク一電気泳
動を行い，各種オボムコイドの電気的性質を調べ
た。 OVM-Lには， L1' L2， L3のバンドが検出され，
等電点は4.1が中心で，その他に 3.8や3.7も混在
していた。また， OVM-Mの等電点は 4.2，OVM・H
一-32 -
は等電点 4.4であった。
以上の結果から本研究で 3種の OVMを分離し，
等電点 3.7，3.8，4.1，4.2，4.4の5種の OVMの
存在を明らかにした。また，このイオン交換クロマ
トグラフィーのシステムで OVMモノクローナル抗
体に陽性反応を示さないオボムコイドフリーのアル
ブミンを得ることができた。
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